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【要旨】中脳水道周囲灰白質（periaqueductal　gray　matter：PAG）が下行性痛覚抑制系の要であることに着
目し、持続的末梢侵害刺激に対してPAG神経細胞がどのような活動をするのかを。－Fos様蛋白質産生細胞
（c－Fos細胞）の分布様式をもとに検索した。実験は、ラットの左後肢膝関節離断後1時間（l　h）、6時間（6h）、
1日間（ld）、3日間（3d）、1週間（1w）、3週間（3w）および5週間（5w）生存させて嫡流固定をした。灌
流固定のみ行ったものを対照群とした。脳は前頭断連続切片にして、c一一Fos様蛋白質をAvidin－biotinylated－
complex（ABC）法で免疫染色を行った。　PAG全体の。－Fos細胞数は各生存群において対照群よりも少な
かった。このことは下行性痛覚抑制系を抑制する一因でもあり、幻肢痛を含めた慢性痛の誘因になっている
可能性を示唆する。さらに、c－Fos細胞数はlh群がら3d群まで徐々に減少を続け、　lw群で増加し、そし
て3w群で減少し、5w群で再び増加した。このような時系列での。－Fos細胞数の増減は、慢性痛強度の周期
的変動に影響を与えていることを示唆している。
はじめに
　中脳水道周囲灰白質（periaqueductal　gray　matter：
PAG）は、大脳皮質、間脳、脳幹網様体の自律機能、
情動、各種の感覚機能に関与する中枢領域と情報の出
入力があり、統合機能を持つ重要な中枢として位置づ
けられている1・2）。さらに、PAGは下行性痛覚抑制系
の重要な起点となる3・4）。すなわち、PAGからの情報は
大縫線核や延髄網様体核を介して、脊髄後角1層に至
り、末梢からの侵害情報をシナプス前性に抑制する。
これまで、末梢に侵害刺激を与えて、脊髄やPAGを含
めた脳幹領域に発現した。－Fos細胞を数時間から数日
間単位で追跡した報告はある5－9）。しかし、慢性刺激に
対して（幻肢痛も考慮しながら）、c－Fos細胞数が、中
枢内でどのように変化していくのかを長期にわたり
観察を行った報告はない。そこで、本実験では後肢膝
関節離断を行って、PAGにおける。－Fos細胞数の経時
的変移を長期的に検索した。
研究材料および方法
　本研究は、雑誌「Pain」のEthical　Standardslo）を満
たすとともに、東京医科大学動物実験指針および動物
実験委員会の承認に基づき実験を行った。
　Wistar系雄ラット（170－250　g）を用い、以下のよう
に左後肢膝関節離断によって持続的侵害刺激モデル
を作製した。麻酔は4．5％Sevoflurane－O、で導入し、術中
3．0～4．0％で維持した。消毒した呼野に0．5ml塩酸リ
ドカイン（Xylocaine⑪）（10　mg／m1）の局所麻酔を行っ
た後に皮膚を切開し、左後肢膝関節周囲組織を鈍的に
剥離しながら、血管および軟組織を結紮した。その後
神経を切断し、膝関節から下肢を離断して、パウダー
性抗菌剤（フラジオマイシン⑭）の塗布後に断端部を
縫合した。なお、術後の多量出血や感染等の合併症は
認めなかった。ラットは術前、術後において、室温24±
20C、明暗周期12時間として、水と固形飼料は自由に
摂取させ、プラスチックケージ内で飼育した。
2003年ll月12日受付、2003年12月16日受理
キーワード：後肢離断、下行性痛覚抑制系、中脳水道周囲灰白質、c－Fos様蛋白質、ラット
（別冊請求先：〒160－8402東京都新宿区新宿6－H　東京医科大学解剖学第二講座　亀卦川博仁）
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　二流のみを行った無処置ラット（対照群）および、
手術後から1時間（lhour：1h）、6時間（6　hours：6
h）、1日間（lday：ld）、3日間（3　days：3d）、1週
間（lweek：lw）、3週間（3　weeks：3w）および5週
間（5weeks：5w）の生存中のラットを45％
Sevoflurane－O、の全身麻酔および塩酸リドカインの局
所麻酔下において、左心室より300ml生理食塩水で灌
流後、300mlの4％パラホルムアルデヒドーO．IMリ
ン酸緩衝溶液（pH　7．4）で素読固定をした。脳を摘出
して同固定液に1晩浸し、その後30％ショ糖一リン酸
緩衝溶液に2、3日間浸けた。脳は50μmの厚さで前頭
断連続凍結切片にし、それらの。－Fos様蛋白質を免疫
組織化学的に反応させた11）。呈色した切片の1／2を
Neutral　redで後染色を行った。後交連尾端から下記交
連尾端まで、PAGに出現した。－Fos細胞の分布を描画
装置付き顕微鏡（Nikon）下で観察した。得られた
データから、グラフは平均値±標準偏差（Mean±
S．D．）で表した。検定は、　Student’s　t－test、　Post－hoc　test、
Correlation　coeMcient　testを行い、危険率5％未満を統
計学的有意とした（P＜0．05）。
結 果
　［行動観察］
　本実験で後肢を離断したラットに対して、手術直後
から定期的な観察を行った。およそ12時間までの観
察では、麻酔から十分覚醒したと思われる数時間後も
痛みの影響か、ほとんど活動をみせない。その後少し
ずつ活動をはじめた。翌日以降は、対照群のラットと
ほとんど変わることなく、固形飼料や水を摂取して、
長い生存群では体重も順調に増加した。しかし、ケー
ジ内を走り回ったり、頻繁に動き回るなどの行動はみ
られず、対照群と比較して全体的に活動性は低下して
いると思われた。また、全群において離断部への自傷
行為は観察されなかったが、離断して存在しない足
で、身体を掻くようなしぐさが術後3日目以降から対
照群と同じ位の頻度で観察された。歩行は断端部を使
いながら比較的スムースにおこなっていたが、時折バ
ランスが悪く離断部が歩行の度に床敷きに接触し、侵
害刺激入力となるためか、対照群と比べると活動性
が低下しているようにみえた。
　［C－FOS細胞の分布］
　PAG全体に出現した。－Fos細胞の分布を観察した
後に、吻側高（後交連尾端：Omm）、中間高（吻側高よ
り尾方へ1．6mm：一L6　mm）および尾側高（下丘交
連尾端：一2．8mm）の3つの高さに分けた。さらに、
PAGを各高さで、　c－Fos細胞の分布状態から背側部、
背外側部、外側部、腹外側部および腹側部に区分した
（Figs．1，2）。本実験では、各生存群ごとに。－Fos細胞数
が多く、かつ分布様式が比較的類似した3例を選ん
だ。さらに、切片はPAGの吻側高、中問高および尾
側高から各々連続3詠ずつとり、各群合計9枚の切片
の各亜部ごとに。－Fos細胞数の総数を平均値（四捨五
入値）とした。さらに、c－Fos細胞数の左右差には統計
的有意は認められなかった（P＜0．05）ことから、左右
を加算した数値を表および図にした（Table　I，　Fig．3－
A，　B，　C）o
　PAG全体の。－Fos細胞数は、対照群が最も多く、離
断群のいずれの生存群においても対照群より多くな
ることはなかった（P＜0．05）。c－Fos細胞数はlh群が
ら3d群まで徐々に減少し、3d群で対照群の約50％
になり、その後増加してlw群では対照群の数に近
づくが、3w群になると対照群の約50％に減少し、5w
群で再び増加して対照群に近づいた（Table　1：
Total）．
　PAGの各高さごとの。－Fos細胞数の増減は以下の
ようになる。PAG吻側高において、各離断群の。－Fos
細胞数は対照群よりも減少していた。各生存群の。－
Fos細胞数における増減様式の幅には若干の差はある
が、PAG全体の増減様式に類似していた。　PAG中間
高において、対照群とlh群で。－Fos細胞数はほとん
ど同値であるが、6h群、ld群、3d群、3w群では対
照群の約60％に減り、1w群および5w群ではほぼ対
照群と同数であった。PAG尾側高において、　c－Fos細
胞数は、lh群では対照群より若干減少し、さらに6h
群、ld群、3d群と徐々に減少して3d群では対照群
の44％になった。lw群では対照群の。－Fos細胞数の
79％となったが、3w群では対照群の42％となり、5w
群では対照群より若干多かった（Table　l：Subtotal）。
次にPAGの各高さで各亜部ごとに。－Fos細胞数の増
減を述べる。PAG吻側高において背側部は領域が非
常に狭く、いずれの群においても。－Fos細胞数は極め
て少なかったが、他の生存群と比較して、対照群で最
も多かった。しかし、対照群とlh群、6h群、3d群、
3w群との比較では有意差は認められなかった。背外
側部での。－Fos細胞数は1h群がらld群まで徐々に
減少し、3d群、lw群で増えるが3w群では減少し、
5w群では再び増加したが対照群よりは少なかった。
外側部での。－Fos細胞数は、対照群より全体的に少な
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Fig．　l　Photomicrographs　of　c－Fos　cells．　A，　B　and　C：
　　　rostral，　middle　and　caudal　level
　　　d：dorsal　part，　dl：dorsolateral　part，　1：lateral
　　　part，　vl：ventrolateral　part，　v：ventral　part，
　　　Aq：cerebral　aqueduct，　CoP：posterior　commis－
　　　sure，　ColC：cornmissure　of　the　inferior　colliculus，
　　　Scale　bar　l　50μm
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いが、ld群、lw群、5w群で他の生存群（lh群、6
h群、3d群、3w群）より約1．6倍と多く、5w群では
対照群に近づいた。腹外側部での。－Fos細胞数は、対
照群よりlh群、6h群と徐々に減少し、lw群で若干
増加するものの、ld群、3d群、3w群および5w群
では、対照群の約20％になった。腹側部での。－Fos細
胞数は対照群よりlh群がら3d群まで徐々に減少
し、lw群では対照群の約67％に増えて、3w群、5w
群では約33％に減少した（Table　l，Fig　3－A）。　PAG
中間高、背側部での。－Fos細胞数はlh群、6h群、3d
群、3w群で対照群よりもわずかに少なかったが、ld
群、lw群、5w群では対照群より若干増加していた。
背外側部での。－Fos細胞数は、　l　h群、6h群で対照群
の約50％に減少し、ld群、3d群で増加して対照群に
近い値をとり、lw群、3w群では減少していたが、5
w群で対照群よりも増加した。外側部での。－Fos細胞
数は、lh群で対照群より増加し、6h群、1d群、3d
群、3w群では対照群の約50％に減少し、lw群と5w
群では対照群に近い値となった。腹外側部での。－Fos
細胞数は対照群よりlh群がら3d群まで緩やかに約
25％へと減少し、lw群で約67％に増加し再び3w群
で約20％に減少し、5w群では再び増加したが、対照
群より少なかった。腹側部での。－Fos細胞数はlh群
で対照群より約1．5倍に増加し、その後3d群まで約
30％へ徐々に減少し、lw群では対照群より増加する
が3w群で減少、そして5w群では再び増加し、対照
群の約80％となった（Table　l，　Fig．　3－B）。
　PAG尾側高において、背側部での。－Fos細胞数は
対照群と比較して、5w群は約2倍となるが、その他の
群ではほぼ同数であった。背外側部での。－Fos細胞数
は3d群で対照群とほぼ同数で、5w群では対照群よ
り増えたが、それ以外の群では、50～80％であった。外
側部での。－Fos細胞数は、5w群では対照群より増加
するが、lh群、6h群、ld群、lw群ではやや減少し、
3d群、3w群で約50％に減少した。腹外側部の。－Fos
細胞数の推移に増減が特徴的であった。即ち対照群と
比較してlh群がら漸減し、3d群では約15％となり、
1w群で増加した後3w群までに再び約18％へと減少
した。そして5w群では再び増加して約65％になっ
た。腹側部での。－Fos細胞数はlh群～5w群まで増
減は腹外側部と同様の傾向を示し、最小値の3d群は
対照群の約25％であった（Table　l，　Fig．3－C）。
　なお、背側部、背外側部および腹側部での。－Fos細
胞数は中間高で最も多く、吻側高で最も少なかった。
外側部と腹外側部の。一一Fos細胞数は尾側高で最も多く、
中間高で最も少なかった。また、対照群より。－Fos細
胞数が増加を示す三部は、中間高でlh群の外側部と
腹側部および5w群の背側部、さらに、尾側高で5w
（3）
一　196　一 東京医科大学雑誌 第62巻第2号
Fig．　2
　　　　　　Co
　1㎞?ﾛIA
　　　　　　・ゼ’、べ昌一1
　　　　　　．．・：噌一V
Middle　level
　　　簿塗1
　　・1：s∵∴ビ驚”箔
　　　　　’：・：鷲∵
lh
蟹｝・乙・漸1
　　コロロ　　　ロ　　　　コ
e：一●．∫こ1・・、
　き
D
　　㌶・〆；き5・奪．E
　　　・．’∵’と？・．・：ち
三隅難『
　　・：’・㌔ヂ1
　　纈ll↓≒頃F
　　響繕ト
6h
5‘．・．…．．9．．5G
　り　　コ　　しウハけ
’∴t，fl∴
　　　≡ξ∫」
．；㌔～，
・、：：．∵．r㌔石’
　　’∴・
r・翠・
H
ld
．．・ミ1
、’
Fゴ：∵1、
J
：一7x．　K
Caudal　level
　　　　　　3d　lw　3w　5w
Diagrams　of　distribution　of　c－Fos　cells．　Dots　show　c－Fos　cells　at　the　rostral　（A，　D，　G，　J，　M，　P，　S，　V），　middle　（B，　E，　H，
K，　N，　Q，　T，　W），　and　caudal　（C，　F，　1，　L，　O，　R，　U，　X）　levels　in　the　frontal　sections　ofthe　control　case　（Co）　and　each　resection
case　at　1　hour　（h），　6　h，　1　day　（d），　3　d，　1　week　（w），　3　w　and　5　w．
Co：　only　perfusion　case　（no　amputation），　One　dot：　one　c－Fos　cell
群の背外側部および外側部であった（Table　D。
考 察
　我々の後肢離断群では、新生児ラットの片側前肢を
離断した研究＃￥12・13）と同様に、自傷行為はなく体重
も増えて、異常な行動は観察されなかった。なお、本
研究において離断して存在しない足で身体を掻こう
とする行動、すなわち幻肢を想起させるような行動
は、Neuromatrix　Theory14）を支持するように思われ
る。
　これまで、熱刺激の後に伏在神経および坐骨神経を
切断する幻肢痛モデルラットでは自傷行為がかなり
の確率で早期に起こり15）、長期的な観察が行えなかっ
た。本研究では、後肢膝関節を離断したラットで、中
（4）
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Table　1　The　number　of　c－Fos　cells　in　subdivisions　of　PAG
Subdivisions
　　　　　　Level　of　DorsalSurvival　time　　　　　　　PAG　part
Dorsalateral　Lateral　Ventrolateral
　part　part　part
Ventral　　　　Subtotal　Totalpart
　　　　　　　Rostral
　control　　　　　　　Middleonly perfus on
　　　　　　　Cauda1
15
50
24
51
116
56
136
130
160
1OO
52
128
72
75
81
374
423
449
1，246
1　hour
Rostral
Middle
Cauda1
13
43
22
38
64
43
95
159
120
87
49
106
38
108
60
271
420
351
1，042
6　hours
Rostral
Middle
Cauda1
11
40
16
28
47
28
70
76
144
62
31
70
33
58
50
204
252
308
773
1　day
Rostral
Middle
Cauda1
6
69
17
23
92
30
125
79
133
16
15
33
24
28
26
194
283
239
716
3　days
Rostral
Middle
Cauda1
14
48
26
28
121
59
73
54
75
19
14
19
15
25
20
149
262
199
613
1　week
Rostral
Middle
Cauda1
10
60
27
39
109
44
113
109
140
68
34
84
48
90
61
278
402
356
1，026
3　weeks
Rostral
Middle
Cauda1
12
41
21
25
72
30
80
78
91
21
11
23
23
32
25
161
234
190
585
5　weeks
Rostral
Middle
Cauda1
11
79
43
41
159
74
139
125
204
23
28
83
25
60
53
239
451
457
1，147
枢内細胞活動を。－Fos細胞を指標として長期的に観察
することができた。その結果、PAG全体の。－Fos細胞
数は、対照群に比べ各生存群で減少していた。このこ
とは、PAGからの下行性痛覚抑制系が不活性化され
て、慢性的な痛みの誘因の一つになっていると考えら
れる。また、各生存群において、c－Fos細胞数が増減す
るのは、慢性痛（幻肢痛を含め）の強弱を誘発してい
ると推測される。とりわけ、下行性痛覚抑制をもたら
す、下行性線維の起始細胞が多く存在する腹外側部と
腹側部3・4・’6－18）で吻尾高にわたり細胞活性が減弱した
ことは、痛覚抑制系の脱抑制がおこっていることを示
唆する。また、視床下部へ投射する細胞が多いPAG外
側部および背外側部1・2）で細胞活性が減弱したことは、
自律機能を何らかの形で修飾していることが推察さ
れる。
　c－Fos細胞数の時系列的変化が生ずる機構は以下の
ように考えられる。1）PAGが大脳皮質および上位
脳幹と情報のやりとりをして1・2）、反響回路を形成して
いる。2）短期間の刺激でも。－Fos遺伝子が長期的
に活性化する19）、3）後肢離断によって腰髄各層の
。－Fos細胞が経時的に増減していること20）が影響を与
えている。4）外科的侵襲部位からの侵害受容（第1
期）、損傷部位からの化学物質の放出（第2期）、および
神経腫の形成（第3期：慢性痛の誘因の一つ）という
3相21）が影響する。5）切断面への不規則な刺激に
よって生ずる情報が、PAGに入る22，23）。本研究の結果
は、上記項目のうち特定のものを直接関連づける証拠
はないが、項目のすべてが複雑に関与して、PAG細胞
活性の変化に影響を与えていると考えている。
　PAGは細胞構築的、免疫組織化学的および機能的
な基準により24－32）。背側部、背外側部、外側部、腹外
側部、そして腹側部の5つに区分されているが、本研
究の結果は、c－Fos細胞の分布状態から同様にPAGを
5区分とすることの妥当性を支持している。さらに、
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Griffiths32）はGABA細胞数を根拠にPAGを吻側高、
中間高、尾側高の3つの高さに分けているが、このこ
とは次のような本研究の結果から支持できる。即ち、
対照群およびすべての生存群で。－Fos細胞数は、背側
部、背外側部および腹側部で中間高が最も多く、吻側
高が最も少ない。また、外側部と腹外側部で尾側高が
最も多く、中間高が最も少なかった。したがって、こ
れらの結果はPAGの高さによって、活動部位に差が
あることを示している。
　本研究で。－Fos細胞数が対照群より増加した亜部
はlh群で中間高の外側部および腹側部である。これ
らの領域は血管拡張剤投与1時間後に、血圧下降時の
。－Fos細胞分布をみるBandlerらの結果25）と一致して
いる。したがって、PAGのそれらの亜部が深部痛に反
応して、身体の防御機構によって血圧の低下やブリー
ジングをおこすという見解25・26・33）を本研究は支持して
いる。我々の5w群で、中間高の背外側部と尾側高の
背側部、背外側部および外側部では、c－Fos細胞の発現
が対照群より有意に増加した。これは、持続性の侵害
刺激に対して、エンケファリンの遊離がPAG吻尾側
高で、背側部および外側部にゆっくりと増加し、その
亜部にある細胞を活性化して、鎮痛効果を発現する
という所見34）に対応しているように思われる。
結 論
　PAG全領域において、　c－Fos細胞数は対照群と比較
して、いずれの生存群においても少ないが、その少な
い中でも生存期間の相違により。－Fos細胞数は増減し
た。生存期間がlh群、6h群、1d群、3d群となるに
つれ、c－Fos細胞数は徐々に減少していくが、1w群で
は増加した。3w群では再び減少し、5w群で増加し
た。c－Fos細胞数の時系列的にみた増減は、持続的侵害
刺激に対してPAGニューロンが下行性痛覚抑制系を
抑制したり活性化したりして、慢性落丁の強度を周
期的に調整していることが示唆された。
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Distribution　of　cells　expressing　c－Fos－like　protein　in　the　periaqueductal
　　　　　　　　　　　　　　　gray　matter　after　hind　limb　amputation　of　rats
Hirohito　KIKEGAWA，　Taiko　KITAMURA，　Katsuhisa　NAGATA，　Jinzo　YAMADA
Department　of　Anatomy，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　The　periaqueductal　gray　matter　（PAG）　is　an　important　region　related　to　the　descending　inhibitory　system　for　pain．　We
attempted　to　count　the　number　of　cells　producing　c－Fos－like　protein　（c－Fos　cells）　in　PAG　following　chronic　peripheral
nociceptive　stimulation．　The　Wistar　rats　were　anesthetized　and　the　knee　j　oint　of　the　left　hind　limb　was　amputated．　The　rats
were　perfused　at　1　hour　（1　h），　6　h，　1　day　（1　d），　3　d，　1　week　（1　w），　3　w　and　5　w　after　operation，　and　the　control　animals　were
only　perfused．　The　brains　were　cut　serially　into　frontal　sections，　which　were　stained　immunohistochemically．　The　total
number　of　c－Fos　cells　in　PAG　in　every　survival　animal　was　smaller　than　that　in　control　animals．　The　number　of　c－Fos　cells
decreased　gradually　from　the　1　h　to　3　d　animals，　and　the　number　of　3　d　animals　was　half　that　ofcontrol　animals．　The　number
in　1　w　animals　increased　to　that　of　1　h　animals，　and　the　number　of　cells　in　3　w　animals　decreased　to　levels　near　those　of　3　d
animals．　The　number　of　the　c－Fos　cells　of　s　w　animals　increased　again　near　that　of　control　animals．　The　present　study
shows　that　a　decrease　in　the　number　of　c－Fos　cells　in　PAG　might　inhibit　the　pain　related　descending　inhibitory　system，　and
that　an　increase　or　a　decrease　in　the　number　of　c－Fos　cells　in　relation　to　different　survival　times　might　change　the　grade　of
strength　of　chronic　pain　including　phantom　pain．
〈Key　words＞　Amputation，　Descending　inhibitory　system，　c－Fos－like　cells，　Periaqueductal　gray　matter，　Rat
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